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 論文内容要旨
 【目的】
 アミロイドβペプチド(hAβ)は,アルツハイマー型認知症(紛)脳において観察される老人斑の主
 要構成成分であり,老人斑はA亙)早期に観察される病理変化であることから,hAβの脳内蓄積はAD発
 症と密接に関連する。脳脊髄液(CSF)中には,可溶性hAβである益邸(1-40)が存在し,通常時には
 脳細胞間液に比べCSF中にIG倍以上高い濃度で存在する.一方,AD脳では,脳細胞間液における蝕Aβ
 (i-40)濃度が増加し,CSF中hAβ(1-40)濃度は減少する。また,脳内への熱A昌沈着を抑制する抗
 hAβ抗体の静脈への投与によって,CSF中hAβ(1-40)濃度が増加することが報告された.従って,脳
 細胞間液とCSF問には麟β(1-40)の動的平衡が存在し,特にCSFは可溶性麟β(量一40)の脳外排泄経
 路として重要である可能性が考えられる.また,CSFは脳細胞間液と脳室上衣細胞を介し接しているこ
 とから,脳内hA9蓄積を反映するAD早期診断マーカーとしての利用が期待されるが,CSF中値β(1鴫0)
 動態を制御する分子機構には不明な点が残されている。ラットCSF内に投与した盤Aβ(i雌0)は循環血
 液中一に排出されることから,血液脳脊髄液関門(BCSFB)には駈部(1-40)の排出系が存在し,CS百中
 hAβ(i-40)濃度を制御する可能性が考えられる.本研究では,BCSFBを介したCSF中盤Aβ(1-40)排
 出の分子機構を明らかにすることを目的とした。
 CSF中に存在する熱Aβの一部は,脳内の主要なリポタンパク質であるHDLに結合している.AD患
 者ではCSE中の正{DL濃度は減少し,choles童erol含有量の多い成熟した腿DLは脇目の線維化を抑制
 することから,RDLはAD病態の進行に対して抑制的に機能すると考えられる。一方,細胞膜への
 cholesterol蓄積は,賠昌産生増加を引き起こすことから,脳内のリポタンパク質動態を明らかにするこ
 とは重要である.LiverXreceptor(LXR)の遺伝子欠損マウスではBCSFBへの脂質の蓄積が生じる。また,
 当研究室では,LXRによって転写制御を受けるAfP-bl磁ingcassette(ABC)A1のmRNAがマウス脈絡
 叢に発現することを見出している.従って,BCSFBにはABC脂質輸送担体が発現し,CSF中りポタン
 パク質の成熟に役割を果たす可能性が考えられる。本研究では,BCSFBにおけるLXRを介したABC脂
 質輸送担体の機能制御およびcholesterol輸送特性を明らかにすることを目的とした.
 1方法】
 BCSFBを介した簸A昌(1-40)排出輸送解析には,脳室内投与法を用いた。血痂r・BCSFBモデルとし
 て条件的不死化ラット脈絡叢上皮細胞株(TR-CSFB3)を用い[125馳A昌(1-40)および[3}{]曲01es竜erdの
 輸送機能を解析した.mRNA発現解析にはRT-PCR法を用い,定量解析にはリアルタイム定量駐CR法
 を用いた。また,タンパク質発現はWes左emblo生法を用いて解析し,発現量の定量には,当研究室で確
 立したLC-MSIMSを用いた膜タンパク質の絶対発現定量法を用いた。
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τ 【結果・考察】
 血液脳脊髄液関門を介した賦(1-40)排出の分子機構
 ラット脳室内に投与した1125恥Aβ(玉一40)は半減期17分でCSF内から消失し,見かけの消失クリア
 ランス(9.61陣し/mln)はCSFのbulkHowを表す[14qlnulinと比較して5.4倍速かった.[125亘]hAβ(1-40)
 を投与し,30分経過後のCSF内残存濃度は,非標識むAβ(1-40)およびhA昼(1-42)を共存させること
 で有意に阻害された.従って,CSF中hA降(i-40)の排出には,飽和性の輸送系が関与していることが
 示唆された。
 TR-CSFB3細胞を介したl125茎]kAβ(i-40)輸送の膜透過係数は,apicaho-basa1では6.2μL/無認cm2であり,
 basaho-aplcaiではし5鉾L/min/cm2であった.また,[125恥A鼻(エー40)は卸ca1側およびbasai側の培地か
 ら時間依存的に取り込まれ,取り込み時間10分におけるcei{/me6iumr&t沁は,a登lcal側に加えた場合で
 は68μL/mg夢rotcl麓,basal側に加えた場合は8脾L/mgβroteiηであった。従って,BCSFBにおける為Aβ(i-40)
 輸送は,CSF中値β(1-4G)のクリアランスに役割を果たすことが示唆された。
 CSEからの[125歌Aβ(1-40)排出は,LDLrece夢tor遺伝子ファミリーの阻害分子であるreceptor
 assoclatedprotein(R離)の同時投与によって阻害された.また,LDLrece脚r遺伝子ファミリーのうち,
 L鯉1のリガンドである活性型α2-macroglob痴nの共存によって,[1251]殖β(i-40)のCSF内残存濃度は
 有意に増加した.ラット脈絡叢にはLRP1が発現し,当研究室で確立したLC-MSIMSを用いたタンパク
 質定量系によって,LR劉タンパク質発現量は3、7食篭。咋g曾ro翻ηであることが示された.従って,CSF
 中髄A員(1-40)の排出にはLRPlが関与することが示された.一方,LR麗タンパク質は,検出感度以下
 (〈O.2輸。撫騨rotein)であり,CSFからのhAβ(1-40)排出に対する寄与は低いことが示唆された.
 LRPlに対して特異的なs濃NAの導入によって,TR-CSFB3細胞におけるLR隅タンパク質発現量は,
 scrambleslRNAを導入した対照群と比較して20%低下した.LR隅タンパク質の発現を抑制したTR-
 CSFB3細胞へのli25亙]hAβ(i-40)の取り込みは,siRNAを導入していない細胞に比べて18%減少した。従っ
 て,TR-CSFB3細胞へのわ鰯(1-40)の取り込みには主としてLRPlが関与することが示された。
 以上の結果から,CSF中殖β(1-40〉の排出には,主として露CSFBに発現するLR勲が関与するこ
 とが示された.従って,CSF中盤Aβ(1-40)濃度は,脳内へのhAβ(1-40)蓄積だけではなく,BCSFB
 におけるLR野の排出活性によって影響を受ける可能性が示された.
 血液脳脊補液関門における曲olesteroi輸送の分子機構と機能制御
 RT-PCR解析の結果,ラット脈絡叢にはABCA!,ABCG1およびABCG4mRNAが発現していること
 が検出された.また,Westemblot解析によって,ラット脈絡叢にABCA1,ABCGi,ABCG4タンパク質,
 丁数一CSFB3細胞にABCAiおよびABCOタンパク質が検出された.従って,BCSFBにはABCA1およ
 びABCG1が発現することが示された.
 ラット脈絡叢およびTR-C騨B3細胞には,LXRαおよび多mRNAが検出された.TR-CS聡3細胞
 におけるABCAlおよびABCGlmRNA発現量は,内因性LXRリガンドである24S-hydroxyc簸01esterol
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 (24S-OE一面d)処理によって増加した.また,TR-CSFB3細胞におけるABCA1およびABCGiタンパ
 ク質発現量は,24S-0}{一曲01処理によって増加した.従ってBCSFBにおけるABCA1およびABCG1発
 現量はLXRリガンドによって転写制御を受けることが示唆された。Transw磁に培養したTR-CSFB3細
 胞からのapoA一亙および} DLを介した[3H]c族01es蹴olのapical方向への排出は,iO腓M24S-0麗一chol処
 理によってそれぞれ2.6,1.4倍増加した.一方,basal方向への排出に有意な変化は認められなかった.
 TR-CSFB3細胞におけるABCAiおよびABCqの細胞内局在を解析した結果,細胞膜における発現が示
 された.従って,島plcal方向への。臨olesteroi排出促進には,LXR活性化を介し転写誘導を受けたABCA1
 およびABCG1のaplca1側膜選択的な局在性が関与している可能性が考えられる。以上から,BCSFBに
 おけるABCAlおよびABCGIは,LXR活性化を介しCSF方向への。ぬ01es歓01排出を促進する可能性が
 示された.本機構は,中枢の高次機能維持および修復に重要な。髄01es生erdの脳内保持に役割を果たす可
 能性が考えられる.
 24S-OH一曲01処理を行ったTR-CSFB3細胞からのapoE3およびapoE4を介した[3H]醜oles重eroi排出を
 比較した結果,apoE3に比べてa脚E4を介した排出が1.3倍大きかった.apoE4はADの危険因子であ
 り,AD患者のCSF中RDL濃度は低下する.また,加齢に伴う脈絡叢上皮細胞の形態変化がAD患者で
 は顕著であり,脂質の過剰蓄積が観察される。以上から,BCSFBを介するcholes歓oi排出輸送における
 apoElso{brm特異性がAD病態の進行に影響を与えていることが示唆された.
 1結論1
 本研究では,BCSFBに着目し,脳内蓄積がAD発症と密接に関連する鼓Aβ(i-40)のCSFからの排
 出機構,観Aβ(1-40)産生および線維化に関連する曲oles重ero1輸送機構を解析した.その結果,CS夢中
 hAβ(1-40)の排出には,主としてBCSFBに発現するLRP1が関与することを示した。また,BCSFBに
 はABCAiおよびABCGlが発現し,細胞内。ぬdestero1をリポタンパク質に転送することが示された.さ
 らに,LX艮活性化を介しCSF内への。益oles亡ero1放出は促進され,その促進作用には&poEiso《brm依存性
 が存在することを示した.本研究で得られた知見は,AD発症の分子メカニズムを解明し,駐CSFBをター
 ゲットにしたADの根本的な治療法の開発に繋がることが期待される.
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 審査結果の要旨
 Rumanamy極d一βpe纏de(騒鰯)の脳内蓄積は,神経変性を引き起こし,Alz薮elmer'sdisease(AD)の原
 因となる。また,脳内choiesterolは,脳の機能維持に重要であるだけではなく,植βの産生を制御する.
 本論文では,CSF中の主要な分子種であるh鰯(1-40)の血液脳脊髄液関門(BCSFB)を介した排出の
 分子機構および。簸oiesteroi輸送の機能制御を解明することを目的とした.
 脳室内投与法を用い,[125亙亜Aβ(i-40)はラット脳室内から飽和性の輸送系によって積極的に排出さ
 れることが明らかになった.CSF中1上25恥Aβ(1-40)の消失は,LDLreceptor-re磁edproteln(LRP)1お
 よびL鯉2の阻害分子であるrecep伽rassoclate6pro纏簸(RAP)によって阻害された.ラット脈絡叢およ
 びTR-CSFB3細胞には,LR瓢タンパク質が発現していることが明らかになった.一方,LRP2タンパク
 質発現は,定量限界以下(<O.2㎞o塊gpro紐n)であった。slRNAを用いてiκv∫ガroBCSFBモデルである
 丁野CSFB3細胞における膿P董の発現を抑制することで,[i251]翫郎(1-40)の取り込みは有意に低下した。
 従って,BCSFBにはLR野が発現し,CSFからの嫉β(i-40)排出に関与することが示された。CSF内
 に存在する賄A費(エー40)の一部は,脳内の主要なリポタンパク質である}{Dしに結合している.また,リ
 ポタンパク質の組成は,撚βの線維化に影響を与えるが,その産生経路に関しては不明な点が残され
 ていた。RT予CRおよびWestemblot法を用いた解析によって,ラット脈絡叢にはATP-blndingcass磁e
 甑ns貧血eτ(ABC)A.1およびABCGlが発現することが明らかになった.また,丁裂一CSFB3細胞における
 ABCA1およびABCGlの発現は,11verXrecep重or(LXR)11gand処理によって誘導され,apica1方向への
 13Hlc臨01es歓oi放出は促進された.従って,BCSFBにおけるABCA1およびABCG1は,LXR活性化を介
 しCSF方向への。紅oiestero1放出を促進する可能性を示した。さらに,LXR活性化を介した。輪oles婚ol放
 出促進作用は,a脚継への放出に比べapoE3への放出が大きいことが示唆された。
 以上,本研究では,BCSFBにはL羅1が発現し,CSF中hAβ(1-40)の排出に関与する主要な分子で
 あることを示した。また,BCSFBにはABCAlおよびABCG1が発現し,LXR活性化によってCSF中り
 ポタンパク質のHDLへの成熟に役割を果たす可能性を示した.以上は,ADの薬物治療研究において有
 用な知見を見出したものとして高く評価できる。
 よって,本論文は博士(薬学)の学位論文として合格と認める。
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